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Abstract 


1. Large surface area systems with reactive units for bonding substrates containing nucleophilic groups, 
characterised in that the reactive units for bonding the substrates containing the nucleophilic groups are, from the 
nature of the manufacture, part of a polymer latex prepared by emulsion polymerisation which is made up of lat x 
particles measuring from 0.03 to 6 mu m and the polymer latex itself is aggregated to form a large surface area 
system and/or is fixed to a carrier material with a large surface area. 
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Description 



Oberflachenreiche Systeme zur Fixierung von nucleophile Gruppen enthaltenden Substraten Di Erfindung 
betrifft oberflachenreiche Systeme zur Fixierung von nucleophile Gruppen enthaltenden Substraten, 
insbesondere zur Immobilisierung von biologisch relevanten, d.h. primar zur Wechselwirkung mit biologischen 
Systemen befahigten Substanzen und funktionalen Einheiten, vorzugsweise biologischen Ursprungs. 

Die Immobilisierung von Bio(makro)molekulen an Tragermolekulen ist eines der am intensivsten bearbeiteten 
Themen sowohl im Bereich der reinen Forschung als auch im Bereich der Biotech nologie. 

Untertee dem speziellen Aspekt der Immobilisierung von Enzymen kann man die vorgeschlagenen bzw. 
praktizierten Fixierungstechniken wie folgt unterscheiden: 

1) Kovalente Bindung an eine teste Tragerphase (solid phase) 

2) Kovalente Bindung an ISsliche Polymere 

3) Physikalische Adsorption an eine feste 
Tragerphase 

4) Vernetzung an festen Oberflachen 

5) Vernetzung mit bifunktionellen Reagentien 

6) Einschluss in einer Gelphase 

7) Einkapselung CVgl. R.D. Fall in Enzyme Engineering" Vol. II, ed. 

E.K. Pyl & L.B. Wingard, Plenum Press. 1974, US-PS 3 650 900 Melrose, Rev. Pure and Appl. Chem. 21, 83- 
119(1971). 

Mm eingehendsten wurde bisher die unter 1) genannte Technik der kovalenten Bindung an eine feste 
Tragerphase bearbeitet. 

Die einschlagige Literatur lasst jedoch keinen Zweifel an der Tatsache, dass die vielfdltigen Aufgaben, die man 
mit Hilfe der Fixierung von Bio-Nikromolekulen zu Idsen hoffte, wie z.B. Reinigung, Trennung und Bindung von 
Enzymen, Fixierung von Mikroorganismen, Affinitatschromatographie, Immunreaktionen, Aufgaben der 
klinischen Diagnostik usw. nicht mit einer einzigen Methodik gelost werden konnen. Auch in Fallen, wo auf 
spezifische Probleme zugeschnittene Losungen vorliegen, z.B. bei der Immobili- sierung bestimmter Enzyme an 
bestinrmten Tragern, stosst die Ubertragung vom Labormassstab in den technischen ILassstab oft auf schwer 
zu uberwindende Hindernisse. 

Es hat daher nicht an Versuchen gefehlt, zu Losungen zu kommen, die die Bedurfnisse der Technik besser 
befriedigen. 

Die japanische Offenlegungsschrift 77 143 821 beschreibt die Immobilisierung von Enzymen oder Mikroben 
durch ein Verfahren, in dem aus einer wassrigen Polymerdispersion und einem Enzym auf einer Glasplatt in 
Film hergestellt wird. 

Die Anwendung geschieht in Form einer, gegebenenfalls zerkleinerten Folie. 

Die Losungen des Standes der Technik weisen schwerwiegende Nachteile auf. In der Regel ist die 
Oberflachenkonzentration derfixierten, biologisch wirksamen Substanzen zu gering. Die reaktiven Oberflachen 
konnen auch nicht beliebig durch Zerkleinern der polymeren Tracer erhoht werden, da kleine Teilchen die 
Tendenz zur Instability besitzen und vielfach nicht mehr technisch sinnvoll einzusetzen sind. 

Zwar ist es bekannt (siehe oben), makromolekulare Verbindungen durch Adsorption an Trag r zu bind n, jedoch 
ist deren Verwendbarkeit beschrankt, da sie sich leicht wieder eluieren lassen. 

In der DE-OS 21 12 740 wird ein Durchflussreaktor beschrieben, der einen makroporigen Reaktionskern, dessen 
polymere Oberflache adsorptionsfdrdernde Nitril-, Saureamid- bzw. Ureidgruppen aufweist. 
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Nach erfolgter physikalischer Adsorption der Enzym an der festen Tragerphase wird eine Vern tzung z.B. 
mittels eines Dialdehyds vorgenommen. 

Aus der DE-OS 22 60 184 ist ein Verfahren zur Herstellung von tragerfixierten makromol kularen Verbindungen 
bekannt, bei dem eine makromolekulare Verbindung A zuerst mit einer Verbindung B umgesetzt wird, die 
wenigstens eine zur Kupplung mit der makromolekularen Verbindung A befahigte Funktion und wenigst ns eine 
weitere zur Polymerisation befahigte Funktion aufweist, dann ein Molekularsiebmaterial eines die 
makromolekulare Verbindung A ausschliessenden Vernetzungsgrads in entquollenem Zustand zugesetzt und 
die polymerisationsfahige Gruppe des Kupplungsprodukts AB in Molekularsiebmaterial gegebenenfalls 
zusammen mit weiteren Monomeren polymerisiert wird. 

Es wurde nun gefunden, dass oberflachenreiche Systeme mit reaktiven Einheiten zur Bindung von nucleophil 
Gruppen enthaltenden Substraten besonders vorteilhafte Losungen darstellen, wenn die reaktiven Einheiten zur 
Bindung der die nucteophilen Gruppen enthaltenden Substrate Bestandteile eines Polymerlatex sind, der selbst 
zu einem oberflachenreichen System aggregiert und/oder an einem oberflachenreichen Tragermaterial fixiert ist. 

Es wurde weiter gefunden, dass sich zur kovalenten Immobilisierung von biologisch relevanten Substanzen und 
funktionalen Einheiten Polymerlatices gemass den Patentanspruchen besonders eignen. 

Der Polymerlatex: Bei der Synthese der erfindungsgemassen Polymerlatices ist von bestimmendem Einfluss 
die beabsichtigte Verwendung bei der Herstellung reaktiver oberflachenreicher Gebilde. Der Polymerlatex kann 
daher von unterschiedlichem Aufbau sein, abhangig davon, ob der Latex zur Erzeugung eines dOnnen, reaktiv n 
Films auf einem an sich oberflachenreichen Gebilde verwendet werden soli, Oder ob der Latex durch einen locker 
agglomerierten Aufbau die Gesamtoberflache des gebildeten Systems gegenuber der Oberflache des 
Tragermaterials noch erheblich vergrossern soil. Falls die Erzeugung eines dtinnen, reaktiven Films auf dem 
Tragermaterial angestrebt wird, kann der Latex bei einer Temperatur oberhalb der minimalen 
Filmbildungstemperatur OMFT = DIN 53787) auf den Trager aufgebracht werden. Soil der Latex hingegen die 
Oberflache des Tragermaterials noch vergrSssern, so sind insbesondere kleine, (beispielsweise im Bereich von 
0,03 bis 3 Wm) in sich starre Latex-Teilchen, die unter den Anwendungsbedingungen nicht verfilmen, von 
Vorteil. Gegebenenfalls kbnnen die nicht-filmbildenden Latexteilchen durch Zusatz von untergeordneten Mengen 
- vorzugsweise bis zu 30 Gew.-% - eines fiBmbildenden Latex miteinander und mit dem Trager verbunden 
werden. 

Substrate: Die erfindungsgemassen, oberflachenreichen Systeme sind aligemein zur Fixierung von Substraten 
geeignet, die nucleophile Gruppen aufweisen. Sie eignen sich besonders zur Fixierung von funktional und/od r 
morphologisch definierten, biologisch relevanten, insbesondere biologisch wirksamen Einheiten oder 
Substanzen. 

Bei den biologisch relevanten Substanzen und funktionalen Einheiten, die in der Regel zur Wechselwirkung mit 
biologischen Systemen befahigt sind, handelt es sich vorzugsweise um solche biologischen Ursprungs, di 
gegebenenfalls gegenuber der nativen Form modifiziert sein kdnnen. 

Eine besonders wichtige Rolle spielen dabei Makromolekule, insbesondere Proteine. 

Reaktive Einheiten I nucleophile Gruppen: Im allgemeinen besitzen die zur Wechselwirkung mit biologischen 
Systemen befahigten Substanzen bzw. Strukturen ihrerseits kopplungsfahige Gruppen, die mit den (reaktiv n 
Einheiten der Polymerlatices)reagieren und eine kovalente Bindung eingehen k6nnen; in der Regel sind dies 
nucleophile Gruppen. Vorzugsweise finden solche an sich bekannten reaktiven Einheiten (funktionellen Grupp n) 
Anwendung, die in wSssriger Losung mit starkeren Nucleophilen als Wasser reagieren und vom Wasser in d m 
physiologisch sinnvollen pH-Bereich, d.h. insbesondere in Bereich von 5,0 bis 9,0, insbesondere von 6,5 bis 8,0 
nicht oder nur in untergeordnetem Masse angegriffen werden. Die Auswahl der funktionellen Gruppen trSgt der 
Tatsache Rechnung, dass das zu fixierende Material, insbesondere das Material biologischen Ursprungs als 
nucleophile Gruppe im allgemeinen die (freie) Qminogruppe, daneben gegebenenfalls noch phenolische-, 
Hydroxy- oder Thiolgruppen aufweist. Die erfindungsgemassen Polymerlatices konn n ganz allgem in aus 
radikalisch polymerisierbaren Vinylverbindungen hergestel It werden: Vorzugsweise aus Monomer n auf der 
Basis von AcrylsSureund/oder MethacrylsSurederivaten und/oder Styrol und/oder Vinylestern, insbesond re 
Vinylacetat. 
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Der Aufbau des erfindungsgemSssen Polymeriatex in seiner reaktiven Form kann daher in stark sch matisierter 
Form wie folgt dargestellt werden: 

wobei X fur die funktionellen Gruppen zur kovalenten Fixierung steht, vorzugsweise solchen, die die vorstehend 
genannten Bedingung n erfullen. R stellt dabei einen "Abstandshalter" (Spacer) zwischen funktionell n und 
polymerisierbaren Einheiten dar. GrOsse und Typ des Abstandshalters sind vergleichsweise unkritisch. Typische 
Vertreter von derartigen Abstandshaltern sind beispielsweise Alkylengruppen von C1 bis C20, vorzugsweise C2 
bis C12, daruber hinaus andere ursprunglich (d.h. vor dem Einbau) bifunktionelle Gruppen enthaltende Einheiten, 
wobei sowohl am polymerstSndigen als am funktionalen Ende eine Verknupfung uber Amid-, Ester-, Ather-, 
ThioSther-, Hamstoff-, Urethan-, Sulfonamid- und Shnliche Gruppen erfolgen kann. Im allgemeinen bringt der Ab 
standshaiter eine Distanz der funktionellen Gruppen X von der Polymerhauptkette im Bereich von 0,5 - 4 nm. In 
einer Reihe von Beispielen kann die Gruppe R ganz fehlen, d.h. n kann den Wert 0 Oder 1 besitzen. 

X hat in der Regel die Bedeutung einer von den in Frage kommenden Nucleophilen angreifbaren Gruppe, d.h. 
einer aktivierten Gruppe; vorzugsweise die Bedeutung einer Sulfonsaurehalogenid-, einer Thioisocyanatgrupp , 
eines aktivierten Esters, einer Thiocarbonyldioxy-, Carbonyl-imidoyldioxy-, Haloethoxy-, Haloacetoxy-, Oxiran-, 
Aziridin-, Formyl-, Keto-, Acryloyl- Oder Anhydridgruppe. 

Als SulfonsSurehalogenide kommen die Chloride und Bromide, als Haloacetoxy die Fluoro-, Chloro- und 
Bromoverbindungen, als Esterkomponente der aktivierten Ester solche von Hydroxylaminverbindungen, wie des 
N-Hydroxysuccinimids oder des N-Hydroxyphthalimids, von (mittels elektronenanziehenden Gruppen) aktivierten 
Phenolen, wie von Halogenphenolen, wie Trichlorphenol oder von Nitrophenolen, von heterocyclischen Lactamen, 
wie Pyridon infrage. 

wobei gegebenenfalls Kohlenstoffatome durch Atherbrucken ersetzt sein kbnnen. 

Besonders bevorzugt sind Oxiran-, Keto-, Formyl-, SulfonsSurechlorid-, Thioisocyanatgruppen sowie aktivi rt 
Carbonsaureester sowie Carbonsaureanhydride. Bei den IMonomeren des Typs Z'-(RDn-X stellt demnach Z' ine 
(radikalisch) polymerisationsfahige Einheit und n 0 oder 1 dar. 

Solche radikalisch polymerisationsfahige Einheiten sind z.B. Vinylgruppen, wobei Z' beispielsweise die 
Bedeutung 

besitzt, worin R1 fur Wasserstoff oder Methyl bzw. 

fur CH2 - COLOR2, CH2-CONHR2 oder CH2-CON (R2)2 2 steht, wobei R2 einen Alkylrest mit 1 bis 4 
Kohlenstoffatomen bedeutet. 

Desweiteren kann Z' sich von der AhleinsSure ableiten: 

Als reaktionsfahige und zugleich polymerisierbare Einheiten sind ferner Maleinsaureanhydrid und 
Itaconsaureanhydrid anzusprechen sowie Acrolein, Meth acrolein, Methylvinylketon und aktivierte Vinylest r. 
Besonders bevorzugt sind Derivate der (Meth)- acrylsSure und des Maleinimids sowie MaleinsSure und 
Itaconsaureanhydrid. 

Zur Verdeutlichung des Formelschemas Z'-R-X seien die folgenden Beispiele aufgefuhrt: 

(Polymerisierbarer aktivierter Ester mit Spacer) 

(Glycidylacrylat) 

(2-(Chloroacetoxy)-athylmethacrylat) CH2 = CCH3 - CO - 0 - C6H2CI3 (2,4,5-Trichlorphenylmethacrylat) R = O 
CH2 = C(CH3) - - 2 - CH2 - CH2 Br (2-Bromathylmethacrylat) 

(Allylglyc idylSther) CH2 = C(CH3) COO - CH2 - CHOH - CH2 - O - (CH2)4 - 
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(Anlagerungsprodukt von Methacrylsaure an 1 ,4 Butandioldiglycidylether) CH2 = CH - COO - CH2 - CH2 - 0 - 
CSNH - (CH2)6 - N = C = S (Anlagerungsprodukt von Acrylsaur -2-Hydroxyethy tester an 1 ,6- 
Hexandiisothiocyanat) CH2 = CH - 0 - CO - CH2 - CI (ChloressigsSureviny tester) 

(4-Maleimido-buttersaure-pentachlorphenylester) CH2 = C(CH3) - COO - C6H4 - S02 - CH3 ((4- 
Methylsulfinylphenyl)-methacrylat) CH2 = CH - COO - CH2 - C = C - H (Propargylacrylat) Bei den ubrigen, am 
Aufbau der Polymerlatices beteiligten Einheiten (A und B in der schematischen Darstellung), handelt es sich 
definitionsgemass um solche, die dem Latex die zu fordernden Eigenschaften, namlich ggf.. die Hydrophilie und 
die zweckmassige Harte verleihen. Als Anhalt fur die er wunschte Harte im wasserfreien Zustand kann gelten 
TmaX-60 bis 200 C, insbesondere -20bis 1400C (nach DIN 53445). 

Andererseits sollten die am Aufbau des Polymerlatex beteiligten Monomeren selbst zweckmassigerweise k in 
stark nucleophilen Gruppen (wie z.B. -NH2, -SH) enthalten. 

Weiter konnen die Bestandteile des Polymerlatex vernetzt sein. Fur diese Vernetzung steht Y als Symbol. 

Die Harte bzw. die sonstigen relevanten Eigenschaften der Polymerisate aus den individuellen Monomeren ist 
bekannt, desgleichen der Beitrag zu den Eigenschaften von Copolymerisaten [vgl. US-PS 2 795 564, H. Rauch- 
Puntigam, T. VOIker in "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer Verlag, Berlin 1967, S.303-304, T.G. Fox 
Bull.Am.Phys.Soc. 

1, 123 (1956)1. 

Im Sinne der schematischen Darstellung seien die in erster Linie fur den nicht-hydrophoben bzw. hydrophilen 
Charakter des Polymerlatex verantwortlichen Bestandteile als.2, weitere Bestandteile, deren Auswahl in erster 
Linie auf die resultierende Harte des Gesamtpolymerisats abgestimmt werden muss, als A bezeichnet, d.h. die 
Monomeren des Typs 9 gehoren im Sinne der getroffenen Unterscheidung dem nicht-hydrophilen bzw. 
hydrophoben Typ an. 

Der Index p fur den monomeren Bestandteil? in dem vorstehend angegebenen Formelschema dient zur 
Klarstellung des Sachverhalts, dass die primSr fur die zweckmassige Harte des Gesamtpolymerisats 
einzusetzenden lonomeren :t anteilmassig auf die Komponente 3 abzustimmen ist, so dass p einen Wert von 0 
bis zu einem Wert annehmen kann, der einem An * teil von B am Gesamtpolymerisat von 95 Gew.-t entspricht. 

Die fur den erfindungsgemass zu verwendenden Polymerlatex genannten Bedingungen werden z.B. durch 
Copolymerisate vom Methacrylat- und/oder Acrylattyp erfullt, wobei der qualitative und der quantitative Anteil so 
zu bemessen ist, dass die im Anspruch aufgestellten Kriterien fur den Polymerlatex erfullt sind. 

Als nicht hydrophobe bzw. hydrophile Bestandteile : kommen z.B. gegebenenfalls substituierte Methacrylamid 
und Acrylamide der allgemeinen Formel I 

worin R1 , Wasserstoff oder Methyl und R3 und R4 unabhangig voneinander Wasserstoff oder einen Alkylr st mit 
1 bis 4 Kohlenstoffatomen bedeuten, also unsubstituierte Amide sowie die mit primaren und sekundaren Aminen 
gebildeten Amide sowie Verbindungen, bei denen R3 und R4 zusammen mit dem Stickstoffatom einen, 
gegebenenfalls ein oder mehrere zusatzliche Heteroatome, insbesondere Stickstoff oder Sauerstoff 
enthaltenden, gegebenenfalls alkylsubstituierten Ring bilden, infrage. Besonders genannt seien (Meth)- 
acrylsaureamid, N-Methyl- (bzw. Isopropyloder -Butyl)-(meth) -acrylsaureamid, N.N-Dimethyl- (meth) - * 
,vorzugsweise 0-60 Gew.-%, acrylsaureamid, desweiteren (Nleth) acrylsauremorpholid (Sonderfall, in dem d r 
Stickstoff Qber R3 und R4 Teil eines Rings ist) und N-Vinylpyrrolidon-2. 

Ferner hydroxygruppenhaltige Monomere des Acrylat- oder des Methacrylattyps, insbesonder 
hydroxygruppenhaltige Ester oder Amid der Acryl- und der Methacrylsaure sowie Alkoxyalkylester- und/oder 
Amide der Acryl- und der Methacrylsaur zu den hydrophilen Monomeren des Typs B, z.B. 

Vertreter der allgemeinen Formel II 

worin R1 Wasserstoff oder Methyl, R2 Wasserstoff oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen, Q 
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Sauerstoff oder eine Gruppe -NR2", worin ' fur Wasserstoff Oder eine Alkylgruppe mit 1 bis 4 Kohlenstoffatomen 
steht, n eine ganze Zahl von 1 bis 3, vorzugsweise 2, und m eine ganze Zahl von 1 bis 25 b deutet, mit d r 
Massgabe, dass, wenn Q fur Sauerstoff steht, n nicht gleich 1 sein soil. Besonders genannt s i das Hydroxy 
athylacrylat, Hydroxyathylmethacrylat, 2-Hydroxyathyl (meth) - acrylamid, 2-Hydroxy propyl (meth) acrylamid, 
Monoester der (Meth)- acrylsaure des Glycerins und anderer Polyole. 

Weiter fallen unter den Monomerentyp B Sulfoathylacrylate und Sulfoathylmethacrylate sowie 
Sulfoathylacrylamide und Sulfoathylmethacrylamide. Ebenfalls als hydrophile Gruppen in die Schale des Lat x 
eingebaut werden konnen polymerisierbare Sauren, wie (Meth)acrylseiure, ItaconsSure oder Maleinsaure oder 
polymerisierbare tert. Amine, wie 2-N,N-Dimethylamino athyl- (meth) acrylamid bzw. - (meth) acrylsaureester 
oder 3-N.N Dimethylaminopropyl- (meth)acrylamid bzw. -ester. 

Zur Vermeidung einer einseitigen Aufladung der Latexteilchen soliten diese sauren bzw. basischen Gruppen 
stets gleichzeitig in einem Teilchen vorhanden sein (z.B. Methacrylsaure und 2-N.N-Dlmethylaminoathyl- 
(methacrylat). 

Als monomere des Typs A kommen nicht oder hochstens begrenzt wasserlosliche monomere in Frage, wobei 
der qualitative und der quantitative Anteil so zu bemessen ist, dass das nachstehend aufgefuhrte Kriterium der 
Harte des resultierenden Polymerisats erfullt wird: a) Ester der Acryl- und/oder der Methacrylsaure, mit C1-C20- 
Alkoholen, insbesondere der Methyl-, Athyl- sowie die Propyl- und Butylester der .lethacrylsaure, sowie der 
Methyl-, Athyl- die Propyl- und Butylester und 2-Athylhexyl- ester der Acrylsaure, b) copolymerisierbare 
Monomeren vom Typ der 
Vinylester, insbesondere Vinylacetat, 
Vinylpropionat, Vinylbutyrat und Vinyliso butyrat. 

Der Anteil der Komponente A am Gesamtpolymerisat kann, weil in Abstimmung mit den ubrigen Bestandteilen, 
innerhalb relativ weiter Grenzen schwanken, beispielsweise von 0 bis 99 Gew .-%, vorzugsweise 20 bis 99 
Gew.-%, bezogen auf das Gesamtpolymerisat. 

Neben den oben beschriebenen Monomerkomponenten konnen die erfindungsgemassen Polymerlatices noch 
vernetzende Monomere enthalten (Y in der schematischen Darstellung, wobei der Index m Null oder eins s in 
kann; d.h. der Vernetzer kann fehlen). 

Unter "vernetzenden Monomeren'1 werden wie ublich z.B. 

solche Monomere verstanden, die zwei oder mehrere reaktive Doppelbindungen im MolekQI enthalten, wie z.B. 
mit der Acrylsaure oder vorzugsweise der Methacrylsaure veresterte Di- oder Polyole sowie Allylverbindung n, 
wie z.B. Allylmethacrylat, Triallylcyanurat u.a. 

Genannt seien z.B. Ethylenglykoldimethacrylat, 1 ,4-Butandioldimethacrylat, Triglykoldimethacrylat, 
Trimethylolpropantrimethacrylat. 

Der Anteil an Vernetzer - falls vorhanden - richtet sich nach der Hydrophilie des Gesamtpolymerisats. Mit 
zunehmender Hydrophilie des Latexteilchens kann auch ein zunehmender Anteil an Vernetzer als vorteilhaft 
erscheinen. 

Er betrSgt im allgemeinen zwischen 0 und 50 Gew.-t, vorzugsweise zwischen 0,2 und 15 Gew.-%, bezogen auf 
das Gesamtpolymerisat. 

Der Anteil der funktionellen Monomeren am Gesamtpolymerisat kann - in Abhangigkeit von den konkret 
verwendeten Monomeren in weit n Grenzen schwanken. Wahrend z.B. zur kovalenten Fixi rung d s nucl ophile 
Gruppen tragenden Substrats wenigstens 0,1 % des Monomeren Z'-R-X erforderlich ist, ist d r Maximalg halt 
dieses Monomeren sehr stark von dem eingesetzten Mono- meren selbst abhangig. Fur den Fall, dass das 
reaktive Monomere selbst eine gewisse Hydrophilie aufweist, bzw. unter den Herstellungsbedingungen der 
Polymerdispersion zu einem gewissen Masse zu einer hydrophilen Verbindung hydrolysiert, so kann der Ant il 
dieses Monomeren Z-R-X bis zu 99,9 Gew.-% betragen Cz.B. im Falle des Glycidyl-m thacryllat s, Rest = 0,1 
% = Vernetzer, z.B. Butandiol-1,4dimethacrylat). 
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Als Anhalt fur die unter Grenze kann somit 0,1 Gew.-t, bezogen auf das Gesamtpolymerisat, anges hen 
werden, als Anhalt fur die obere Grenze 99,9 Gew.-% > vorzugsweise 1 bis 50 Gew.-%. 

Herstellung der Polymer-Latices Die Herstellung der Latex-Dispersionen kann nach den bekannten R g In der 
Emulsionspolymerisation erfolgen, beispielsweise in Anlehnung an DE-OS 18 04 159, DE-OS 19 10 488 und 
DE-OS 19 10 532, wob i die gewunschte Grosse der Latex-Teilchen durch die Emulgatorkonzentration zu 
Beginn der Polymerisation eingestellt wird. Im allgemeinen liegt die Emulgatorkonzentration zu Beginn der 
Emulsions polynerisation zwischen 0,005 und 0,5 Gew.-%, bezogen auf den gesamten Polymerisationsansatz. 
Die Grosse der Latex Teilchen soil zwischen 0,03 und 6 p liegen, vorzugsweise zwischen 0,03 und 1 p. Als 
Emulgatoren konnen die bekannten anionischen und nichtionischen Emulgatoren verwendet werden, 
beispielsweise Fettalkoholsulfate und -sulfonate > -phosphate und phosphonate, Alkalisalze langkettiger 
Fettsauren, langkettige Sarkoside sowie oxathylierte Fettalkohole, substituierte Phenole, die zum Teil sulfiert 
sein konnen sowie andere in der Emulsionspolymeri.sation verwendete Emulgatoren (Houben-Weyl, Methoden 
der Organischen Chemie, Bd. XIV/I, S. 133-560, G. Thieme-Verlag, 1961). 

Die Verwendung kationischer Tenside empfiehlt sich nur insoweit als sich diese von tertiaren Oder quartSren 
Ammoniumsalzen ableiten. Desweiteren konnen auch einpolymerisierbare Emulgatoren verwendet werden. 

Als Initiatoren konnen ebenfalls die allgemein bei Emulsionspolymerisationen ublichen verwendet werden (vgl. J. 
Brandrup, E.H. Immergut, "Polymer Handbook", second Edition, J. Wiley & Sons; H. Rauch-Puntigam, Th. 
Volker, "Acryl- und Methacrylverbindungen", Springer- Verlag 1967). Genannt seien Peroxide, Hydroperoxide, 
Persauren und Azoverbindungen, z.B. Kaliumperoxidisulfat, Wasserstoffperoxid u.a.m. 

Die Konzentration der Initiatoren liegt in der Regel im ublichen Bereich, beispielsweise bei 0,01 bis 1,0 Gew.-t, 
bezogen auf die Monomeren. 

Der Feststoffgehalt der Dispersion kann je nach Teilchengrbsse und Hydrophilie der Teilchen zwischen 10 und 
60 Gew.-t liegen. 

Die Synthese der Latex-Teiichen muss so schonend durchgefiihrt werden, dass die genannten funktionalen 
Gruppierungen aus den Monomeren Z'-R-X weitgehend erhalten bleiben, weil nur so eine nachfolgende kovalent 
Fixierung von Molekulen mit > NH-, -SH- und -COOH-Gruppen mSglich ist. 

Dabei ist anzumerken, dass der Erhalt der funktionalen nucleophil angreifbaren Gruppen aus den Monomer n Z'- 
R-X in bzw. an der Oberflache der Latex-Teilchen urn so schwieriger ist, je hydrophiler der Aufbau der Latex- 
Teilchen ist. 

Dies soli am folgenden Beispiel belegt werden: Bei vSllig ubereinstimmender Herstellung (Synthesetemperatur: 
80 0 C, pH: 7,0, 4 Std. Polymerisationsdauer (Emulsionszulauf). (Zugabe des reaktiven Monomeren 
Glycidylmethacrylat jeweils nur in-der4. Stunde des insgesamt 4 Std. dauernden Zulaufs), 1 Std. Nacherhitz n 
bei 800C findet man den folgenden Oxirangruppengehalt in der Dispersion: Bruttozusaxmnensetzung des 
Polymeren Oxirangruppen- *) gehalt im Latex 42,5 % Methyl methacrylat 42,5 % Isobutylmethacrylat 
5 % Ethylenglykoldimethacrylat 71 % 10 % Glycidylmethacrylat 40 % Methylmethacrylat 40 % 
Isobutylmethacrylat 

5 % Ethylenglykoldimethacrylat 1 5 % 1 0 % Glycidylmethacrylat 

5 % Methacrylamid bezogen auf das eingesetzte Glycidylmethacrylat. 

Fur eine schonende Herstellung der Latex-Teilchen sind die folgenden Punkte massgeblich: 

1. ) Herstellung der Dispersion in einem pH 

Bereich, in dem die Reaktionsgeschwindigkeit des Wassers mit den reaktiven Gruppen am ge ringsten ist (in 
der Regel ist dies ein pH von etwa 7). 

2. ) Herstellung bei moglichst niedriger Temperatur. 

3. ) moglichst kurze Polymerisationsdauer. 
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4.) Abwesenheit von starken Nucleophilen im 
Latex-Teilchen. 

Zu 1 .) Die Synthese d r Lat x-Teilchen im neutralen pH 

Bereich ist am einfachsten durch eine Pufferung des Systems (z.B. mit Phosphat-Puffer) mGglich. 

Gegebenenfalls kann auf eine Pufferung durch Salz zusatz vollig verzichtet werden, z.B. wenn andere 

Teile der Rezeptur als Puffersubstanzen wirken konnen, so z.B. bei Verwendung von Alkalisalzen langkettiger 

PhosphorsSureester als Emulgatoren Oder bei Einsatz des Natriumsalzes der 4,4'-Azo bis (cyanovaleriansaure). 

Zu 2. und 3.) 

Punkt 2 und 3 beinhalten eine moglichst geringe thermische Belastung der reaktiven Gruppen tragenden 
Latex-Teilchen. Dabei gilt jedoch folgende Ein schrSniung: Da vor allem der Gehalt an reaktiven 
Gruppen auf der Latexoberflache von Bedeutung ist, ist es durchaus moglich nur die aussere Hulle des 
Latex-Teilchen unter Zuhilfenahme deroben genannten reaktiven Gruppen herzustellen. So ist z.B. ein 
Kern-Schale-Aufbau anwendbar, wobei der Latex-Kern voilig frei von reaktiven Monomeren hergestellt wird, dann 
gelten naturgemass die Einschrankungen fur eine schonende Latex-Herstellung nur fur die Schale. 

Die Polymerisation wird entweder bei niedrigen 

Temperaturen (z.B. < 50"C) mit Hilfe eines Redox systems durchgeflihrt (wobei jedoch darauf zu achten ist, 
dass Teile des Redox-Systems die reaktiven Gruppen nicht zerstdren, z.B. Bisulfit die Oxirangruppen) oder aber 
mit thermisch zerfallenden Initiatoren oder mit Hilfe eines Redox-Systems bei lemperaturen bis zu 900C. 

<#s> Die Polymerisationsdauer sollte 8 Std. nicht uber schreiten. 

Zu 4.) Da der Latex reaktive Gruppen enthalt, die eine kovalente Fixierung von wNH-, -SH-, oder -OH 
Gruppen haltigen Molektilen ermoglichen soil, ist die 

Anwesenheit von solchen Gruppen im Latex nur in unter geordnetem Masse mSglich. Dies gilt insbesonder fur 
die > NH- und die -SH-Gruppen. Die Anwesenheit von OH 
Gruppen im Latex ist weniger kritisch. 

Herstellung der oberflachenreichen Gebilde Die erfindungsgemassen Polymerlatices werden bevorzugt auf 
geeignete Trager aufgebracht. 

In erster Linie eignen sich inerte (im allgemeinen nicht-wasserlbslicheD Trager, insbesondere feste Trager, 
vorzugsweise mit moglichst grosser OberflSche. Weiter praktischen Gesichtspunkten bieten sich insbesondere 
pordse KOrper als Trager an, z.B. auch geschaumte Materialien, Schwamme, weiter Faserstrukturen, Vlies 
usw. Geeignet sind sowohl anorganische als organische Tragermaterialien. 

Genannt seien beispielsweise Trager auf Siliciumdioxidbzw. Silikatbasis, insbesondere auch feinverteiltes 
Siliciumdioxid, z.B. in Form von Gelen bzw. als Aerosi, ferner Trager auf der Basis von Aluminiumoxid und/oder 
anderen Metalloxiden und auf Basis von Tonen, wie z.B. 

Fullerden, Bleicherden usw. und Keramik. Ferner fein verteilte anorganische Pigmente, wie Titandioxid, Baryt, 
ferner Kreide, Talkum, Gips. Bimsstein, Glas, Aktivkohle, rostfreier Stahl usw. Ausserdem geeignet ersch int 
z.B. 

ein wabenformig aufgebautes Material auf Cordierit-Basis (Mg2AI4Si5018). 

Als TrSger organischer Herkunft bieten sich sowohl (modifizierte) Naturprodukte als auch synthetische 
Materialien polymerer Natur an. Aus dem Bereich der Naturprodukte sind insbesondere Fasereiweissstrukturen, 
wie z.B. Wolle und solche auf Kohlehydratbasis (Cellulose, z.B. Zellstoff, Starke, insbesonder vern tzt 
Dextrane, usw.) zu n nnen. 

Ebenso eignen sich Materialien auf der Basis synthetischer Polymerer, wie z.B. Polyamide, Poly st r, 
Polyurethan, Polyacrylnitril, Polyimidschaumen. 
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Die genannten Stoffe bieten besonders interessante Aspekte, wenn sie als Flachengebilde, wie z.B. Vliese, 
satten Oder (nicht geleimteslPapier oder entsprechende dreidimensionale makroporos Korp r zur Anwendung 
kommen. 

Die oben beschriebenen, reaktiven Latex-Teilchen kbnnen in an sich bekannter Weise durch Trank n, Spruhen 
oder andere Techniken auf oberflachenreiche Gebilde, wie z.B. 

Papier, Watte, Vlies u.v.a. auch anorganische TrSgermaterialien aufgebracht werden. 

Dabei kommen zwei verschiedene Bindungsmechanismen zur Anwendung: cX.) Der Latex ist bei der 
Auftragungstemperaturfilm bildend 

In diesem Fa lie wahlt man eine Latexmasse, die kleiner ist als die Masse des Tragermaterials (test/ fest), urn 
die Gesamtoberflache des Tragermaterials nicht zu verkleinern. 

Der Der Latex ist bei der Auftragungs- und/oder der 
Anwendungstemperatur nicht filmbildend 

In diesem Fall kann je nach OberflSchenbeschaffen heit des Tragermaterials das Verhaltnis Latex 
(Festsubstanz) : Tragersubstanz von 1 : 100 bis 
100 : 1 reichen. 

Gegebenenfalls kann in diesem Falle auf einen festen 

Trager vollig verzichtet werden. Dazu ist es erforderlich den Latex durch Spriihtrocknung, 
Gefriertrocknung oder durch Ausfallen (z.B. durch 
Natriumsulfat) bzw. durch weitere Methoden, wie 
Koagulation infolge von Hitzeeinwirkung, Ausfrieren, 

Einwirkung von Losungsmitteln, zu agglomerieren, so dass eine moglichst grosse innere Oberfiache er halten 
bleibt. 

Sofem die Verbindung der einzelnen Latex-Teilchen untereinander nicht durch Filmbildung erfolgt, kann ihr 
Verknupfung untereinander bzw. zum Trager durch kovalente Bindungen geschehen. Im Falle der Oxirangruppen 
enthaltenden Latex-Teilchen kann diese Bindung z.B. durch Reaktion des Oxiranrings mit den OH-Gruppen 
benachbarter Latex-Teilchen bzw. mit OH-Gruppen des Tragermaterials erfolgen. 

Gegebenenfalls kann diese kovalente Verknupfung der Latex-Teilchen durch den Einsatz von multifunktionell n 
Nucleophilen, z.B. Polyaminen, verstarkt werden. Die Fixierung der Latexteilchen auf den Trager oder 
zueinander kann jedoch auch uber Nebenvalenzbindungen oder durch er- kitten mit untergeordneten Meng n 
einer weichen, filnil- denden Substanz, z.B. mit Latexteilchen niedrigerer Glastemperatur erfolgen. Diese 
weichen Latexteilchen konnen ebenfalls funktionelle Gruppen enthalten. 

Eine besonders bevorzugte Ausfuhrungsform besteht darin, zum Ausfallen die funktional und/oder 
morphologisch definierten biologisch wirksamen Einheiten selbst einzusetzen, z.B. kann man ein zu bindend s 
Protein, z.B. ein Enzym, selbst als multifunktionellen Vernetzer einsetzen. Dieses Verfahren ist vor allem bei 
besonders kleinen Latex-Teilchen anwendbar. 

Der Einsatz der oberflachen reichen Gebilde als Kataly- satoren (z.B. nach Fixierung von Enzymen) erfolgt je 
nach Art des vorgegebenen Tragermaterials (z.B. im Festbett). 

Der Einsatz der spruhgetrockneten bzw. mit Salz oder in Gegenwart von Enzymen ausgefailten Dispersion n 
erfolgt vorzugsweise im Batch oder im Fliessbett. Der hohen Porositat und sehr hohen katalytischen AktivitSt 
dieser Materialien steht eine nur geringe mechanische Festigkeit gegenuber. 

Fur den Fall, dass das zu bindend 7 nucleophil Gruppen enthaltende Substrat nicht bereits bei d r 
Agglomeration der Latex-Teilchen anwesend war, erfolgt die Umsetzung dies r Substrate mit d n 
oberflachenreichen, reaktiven Gebilden unterden ublichen Bedingungen Cz.B. Bindung des Enzyms Trypsin an 
einen oxiran-gruppenhaltigen Trager in inem unimolaren Phosphatpuffer (pH 7,5) in 72h bei 23"C). Als 
Substrate konnen allgemein funktional und/oder morphologisch definierte, biologisch wirksame Einheit n od r 
Substanzen dienen. Genannt seien z.B. Proteine allgemein, insbesondere Enzyme, Blutbestandt ile und 



http://12 . espacenet.com/dips/desc?LG=en&C Y=ep&DB=EPD&PNP=EP007 1 704&PN=EP007 1 704&FTDB=EPG 



Page 8 of 14 



esp@cenet - Document Description 



1/10/02 6:30 PM 



Blutinhaltsstoffe (Blutfaktoren), z.B. Albumine, Immunoglobuline, Faktor n der Blutgerinnung, 
Zellmembranproteine, Peptidhormone u.a. Weiterhin seien erwahnt hochmolekulare, biogene Substrate, di 
gegebenenfalls durch Farbstoffe markiert sein konnen, z.B. zur Anwendung in der Diagnostik. 

Neben dem Einsatz als Katalysator ist vor allem auch ein Einsatz in der (4ffinitats)-Chromatographie und 
allgemein im Bereich der Diagnostik moglich. 

Bei dem Einsatz - z.B. als Diagnosepapier - kann es von Vorteil sein, einen - (z.B. pH- oder Redox-sensitiven) 
Farbstoff physikalisch oder kovalent mit einzulagern. Damit kann z.B. bei gleichzeitiger Anwesenheit eines 
Substrats der entsprechende Reaktionspartner, z.B. ein Enzym, durch eine Farbanderung nachgewiesen 
werden. 

Zum Zwecke der Diagnose kann der reaktive Latex auf Papierstreifen oder Teststabchen aus beliebigem 
Tragermaterial aufgebracht werden. 

Die mit dem Reagenz (z.B. einem Enzymsubstrat und gegebenenfalls zusatzlich mit einem Farbstoff) 
umgesetzten Teststreifen oder Teststabchen sind dann im trockenen Zustand unter Einhaltung bestimmter 
Temperaturbedingungen beliebig lagerfahig. 

Der eigentliche Test kann zu gegebener Zeit durch einfaches Eintauchen des Teststreifens oder Stabchens in 
ein den Reaktionspartner (z.B. ein Enzym) enthaltendes MEdium (z.B. 

Urin, Blutserum etc.) erfolgen. Neben diesen spezifischen Diagnoseanwendungen kann das oberfiachenreich 
System ganz generell als bioaffiner Indikator Verwendung finden. 

Bei einer Verwendung als Katalysator, z.B. als Biokatalysator, konnen die reaktiven Latices in zwei prinzipiell 
verschiedenen Versionen zum Einsatz kommen. 

Bei Anwendung im Festbett wird der Latex im allgemeinen an eines der oben beschriebenen Tragermaterialien 
fixiert. Die Umsetzung mit dem Katalysator kann vor oder nach dieser Fixierung stattfinden. Mm 
interessantestensnd wegen ihrer hohen Spezifitat und Selektivitat Enzyme (es konnen aber (such einfacher 
aufgebaute und unspezifisch wirkende Gruppen (z.B. quartare Ammoniumverbindungen oder Imidazol u.a. 
Heterocyclen zur Katalyse einer Hydrolyse) zur Anwendung kommen). 

Die erfindungsgemassen reaktiven oberfiachenreichen Gebilde sind zur Immobiliserung aller Klassen von 
Enzymen geeignet, beispielsweise zur Fixierung von Oxidoreduktasen, Transferasen, Hydrolasen, Lyasen, 
Isomerasen und Ligasen. 

Im Faile einer Verwendung im Fliessbett sind neben zer kleinerten.auch fur das Festbett geeigneten Trager- 
Katalysator-Kombinationen in erster Linie tragerfreie Latexaggregate einsetzbar, die als Pulver, Aufschiammung 
oder in einer anderen grobdispersen Form zur Anwendung kommen konnen. Die Umsetzung mit dem 
Enzymsubstrat kann am Originallatex selbst oder nach dessen Agglomeration erfolgen. Im Dbrigen sind 
dieselben Katalysatoren einsetzbar wie sie weiter oben im Faile der Festbettkatalyse beschrieben worden sind. 

Falls fur eine chemische Reaktion mehrere Enzyme in das Reaktionsgeschehen eingreifen mussen, besteht 
haufig das Problem, dass diese Enzyme nicht nebeneinander existenzfahig sind. Im Faile der kovalenten 
Bindung an die beanspruchten Tragermaterialien lassen sich solche Unvertraglichkeiten haufig herabsetzen od r 
ganz ausschliessen. So ist es bei dem erfindungsgemassen Verfahren durchaus moglich zwei oder mehrere, 
verschiedene Enzyme zu fixieren. 

Es kann aber auch vorteilhaft sein, Enzymkombinationen direkt im Zellverband zur Anwendung zu bringen, d.h. 
ganze Mikroorganismen zu immobilisieren. Dies kann besonders vorteilhaft mit den beansprucht n, reaktiven 
Latices geschehen. 

Durch Menge und Teilchengrosse der Latices ist die Substrat zuganglichkeit eines solchen Systems b sond rs 
gut zu steuern. 
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So eignen sich die erfindungsgemassen, oberflachenreichen 
Systeme zur Fixierung von therapeutisch verwendbaren 

Enzymen, die z.B. oral angewendet werden kfinnen Cz.B. Proteasen und/oder Lipasen und/oder Amylasen). 

Auf diese Weise konn n demzufolge auch noch hbhermolekulare Substrate umgesetzt werd n. 

Fur eine solche Einbettung oder Fixierung kommen besonders in Frage: 1.) Viren, prokariotische und 
eukariotische Zellen und deren Untereinheiten, siehe 2.), sowie Zell hybride, wie sie z.B. zur Herstellung von 
monoclonalen 

Antikbrpern benutzt werden. 

2.) Ausserdem eignen sich die erfindungsgemassen reaktiven oberflachenreichen Gebilde zur Dmmo- bilisierung 
von Zellorganellen, insbesondere Mitochondrien, Mikrosomen, Membranteilen, Zell kernen und deren 
Untereinheiten, 

Die Anwendung der erfindungsgemassen Latex-Tragerkombinationen in der (4ffinitats)chromatographie erfolgt 
vbltig analog wie bei der Katalysatoranwendung beschrieben. 

Lediglich, die an den reaktiven Latex zu bindenden reaktiven Molekule sind auf den spezifishen 
Verwendungszweck ausgerichtet. Eine Anwendungsmoglichkeit der oberflachenreichen Systeme gemass der 
vorliegenden Erfindung ist die Anwendung als bioaffines Sorbens. 

Dabei konnen durchaus Oberschneidungen auftreten, etwa in der Art, dass ein gebundenes Enzym, das als 
Katalysator eingesetzt werden kann, Anwendung findet in der chromatographischen Reinigung eines 
Enzyminhibitors. 

Eine besonders interessante Einsatzmoglichkeit bieten die Trager bei der Beseitigung von Spuren toxischer 
Stoffe (z.B. Blutwasche, Wasseraufbereitung etc.). 

Es kann aber auch das reaktive oberflachenreiche System eingesetzt werden. In diesem Falle ist die Entfernung 
von nucleophilen Verunreinigungen aus wassrigem Medium mbglich, z.B. die Entfernung von toxischen Aminen, 
Mercaptanenund anderen Schadstoffen aus wassrigen Medien. 

Dariiber hinaus kann das erfindungsgemasse, oberflachenreiche System mit multifunktionellen Substanzen 
umgesetzt werden, die mindestens eine nucleophile Gruppe (zur Fixierung am Latex) und mindestens eine 
weitere funktionelle Gruppe aufweisen, die zur spezifischen Wechselwirkung mit in wassrigem Medium 
befindlichen Substanzen oder funktionellen Einheiten geeignet ist. Gruppen mit der genannten spezifischen 
Wechselwirkung kbnnen beispielsweise Komplexbildner sein; genannt sei z.B. das Umsetzungsprodukt der 
Aminodiessigsaure mit einem oxiranhaltigen Latex u.a. 

Weitere Einsatzmbglichkeiten der erfindungsgemassen reaktiven oberflachenreichen Systeme liegen in der 
Anwendung als stationare Phase in der praparativen organischen Chemie. So kann z.B. ein auf diese Weis 
erhaltener S-S-Bruckenhaltiger Latex als schonendes Ocidations- mittel verwendet werden, wobei die 
Entfernung des entstehenden Mercaptans entfailt. 

Von ganz besonderem Interesse ist die Anwendung als stationare Phase in der praparativen Peptidsynthes . 

Dabei kann einerseits das zu synthetisierende Peptid an dem oberflachenreichen System aufgebaut werden, es 
kann aber auch das oberflachenreiche System aktivierte Reaktionspartner, z.B. Kupplungsaktive Aminosauren 
oder Kupplungsagentien, z.B. nur schwer in Lbsung uberzufuhrende Carbodiimide aufnehmen. Im letzten Falle 
bleibt das aufzubauende Peptid in der wassrigen Phase gelost. 

Prinzipiell sind fur chromatographische Zwecke sowohl die an feste Trager g bundene. Lat x-Wirkstoff- 
Kombination als auch die lose aggregi rte Latex-Wirkstoff-Kombi nation (Saul ) einsetzbar. 

Die nachstehenden B ispiele stellen eine Auswahl zur Erlauterung d s erfindungsg massen Immob il is 
ierungsprinzips dar. 
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Beispiel 1 Herstellung einer oxirangruppenhaltigen Dispersion In einem Polymerisationsgefass, , ausgestatt mit 
Ruck- flusskuhler, RQhrer und Thermostat wird eine Losung aus 

10 g Phosphatpufferlosung pH 7,0 (Titrisol, WErck) 

0,4 g Natriumsalz der 4,4 , -Azobis-c4-cyano- valeriansaure) 
0,3 g Natriumlaurylsulfat 

555 g destiliiertem Wasser vorgelegt und auf 800C erwarmt. 

In diese Vorlage tropft man ebenfalls bei 800C innerhalb von 4 Stunden eine Emulsion, hergestellt aus: 

360 g Methylmethacrylat 

210 g Butylacrylat 

30 g Glycidylmethacrylat 

2 g Natriumsalz der 4,4'-Azobis-(4-cyano valeriansaure) 

3 g Natriumlaurylsulfat und 
840 g destiliiertem Wasser. 

Anschliessend wird noch weitere 2 Stunden bei 80"C geruhrt, danach wird auf Raumtemperatur abgekuhlt und 
filtriert. Man erhait eine koagulatfreie Dispersion. 

Feststoffgehalt ca. 30 %, pH-Wert: 7,3, Viskositat 2 mPa.s. 

Beispiel 2 Herstellung einer oxirangruppenhaltigen Dispersion In einem PolymerisationsgefaR, ausgestattet mit 
RAck- flusskuhler, Ruhrer und Thermostat wird eine Losung aus 
50 g Phosphatpufferlosung pH 7,0 (Titrisol, Merck) 
0,3 g Natriumlaurylsulfat 

0,3 g Natriumsalz der 4,4*-Azobis-(4-cyano- valeriansaure) 
51 5 g destiliiertem Wasser vorgelegt und auf 800C erwarmt. 

In diese Vorlage tropft man ebenfalls bei 800C innerhalb von 4 Stunden eine Emulsion, hergestellt aus: 

300 g Methylmethacrylat 

210 g Butylacrylat 

90 g Glycidylmethacrylat 

2 g Natriumsalz der 4,4'-Azobis-(4-cyano valeriansaure) 

3 g Natriumlaurylsulfat und 
840 g destiliiertem Wasser. 

Anschliessend wird noch 90 Min. bei 800C geruhrt, danach wird auf Raumtemperatur abgekuhlt und filtriert. Man 
erhalt eine gut filtrierbare koagulatfreie Dispersion. 

Feststoffgehalt ca. 30 Co, pH-Wert: 7,1, Viskositat 1 mPa.s. 

Beispiel 3 Herstellung einer oxirangruppenhaltigen Dispersion In einem Polymerisationsgefass, ausgestattet mit 
Ruck flusskuhler, Ruhrer und Thermostat wird eine Losung aus 
6,5 g Natriumlaurylsulfat 

0,6 g Natriumsalz der 4,4'-Azobis-(4-cyano- valeriansaure) 

10,0 g Phosphatpufferlosung pH 7,0 (Titrisol, Merzk) 

600,0 g destiliiertem Wasser vorgelegt und auf 800C erwarmt. 

In diese Vorlage tropft man bei 800C innerhalb von 3 Std. eine Emulsion, hergestellt aus: 
18 g blethacrylamid 

11 g Athylenglykoldimethacrylat 
150 g Methylmethacrylat 

180 g Glycidylmethacrylat 
1,5 g Natriumlaurylsulfat 

2,0 g Natriumsalz der4,4'-Azobis-(4-cyano valeriansaure) und 
900 g destiliiertem Wasser. 
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Anschliessend wird noch weitere 30 Min. bei 800C gerUhrt, danach wird auf Raumtemperatur abgekuhlt und 
filtriert. 

Man erhait eine gut filtrierbare, koagulatfreie Dispersion, Feststoffgehalt: 19,4 %, pH-Wert: 7,7, Viskositat 2 
mPa.s. 

Beispiel 4 Herstellung einer oxirangruppenhaltigen Dispersion Win verfahrt wie in Beispiel 3, dosiert jedoch eine 
Emulsion mit veranderter Monomerzusammensetzung zu. 

Monomerzusammenset zung: 
1 8 g Methacrylamid 
36 g Athylenglykoldimethacrylat 
125 g Methylmethacrylat 

180 g Glycidylmethacrylat Hilfsstoffe, Polymerisationsdauer und Polymerisationstemperatur wie in Beispiel 3 
beschrieben. 

Es resultiert eine gut filtrierbare, koagulatfreie Dispersion. 
F ststoffgehalt: 19,7 %, pH-Wert: 7,6, Viskositat: 1 mPa.s. 

Beispiel 5 Immobilisierung des Enzyms Ribonuclease durch Umsetzung mit Latex gemass Beispiel 4 100 mg 
Ribonuclease }aus Pankreas, Merzk, Artikel Nr. 24570) werden in 1 ml 0,05 r4t Phosphatpuffer pH 7,5 gelost. 
Zu dieser Losung gibt man unter Ruhren 1 ml der Dispersion gemass Beispiel 2. Anschliessend wird 3 Tage bei 
230C stehengelassen. 

Zur Aufarbeitung wird dreimal in jeweils 50 ml IMNaCI Losung aufgeschlammt und anschliessend zentrifugiert. 
Danach wird dieser Waschvorgang noch zweimal mit 50 ml 0,05 M. Phosphatpuffer wiederholt. 
Ausbeute: 1,1 g Feuchtsubstanz. 

Die Ermittlung der Enzymaktivitat erfolgte durch alkalimetrische Titration bei 370C und pH 7,5, mit RNA als 
Substrat. 

Verwendung Feuchtein- Aktivitat waage 1st U/g Feuchteinwaage 

1 1,10101 

2 1,75 54,8 
31,74 51,0 
4 1,68 55,0 
51,7151,9 

1 U entspricht 1 innol/min, gemessen anhand der 

Anfangsgeschwindigkeit 1) E.C. 2.7.7.16 Beispiel 6 Immobilisierung des Enzyms Trypsin durch Umsetzung mit 
dem Latex gemSss Beispiel 4 Man verfahrt wie im Beispiel 5, verwendet jedoch als Enzym 100 mg Trypsin2tw 
m Rind, Mersk, Artikel Nr. 24579). 

Die Ermittlung der Enzymaktivitat erfolgte durch alkalimetrische Titration bei 37 C und pH 7,5 (BAEE) und pH 
8,0 (Casein). 

Aktivitat [U/g] *) Aktivitat [U/g] ) Verwendung (Substrat: BAEE) (Substrat: Casein) 

1 174 42,5 

2 163 26,7 

3 16123,3 

4 161 23,3 *) Aktivitaten jew ils bezogen auf die Feucht inwaage, 1 U entspricht 1 pmol/min, g m ssen anhand 
der Anfangsge schwindigkeit 

BAEE = Na-Benzoyl-L-argininethylesterhydrochlorid 2) E.C. 3.4.4.4 Beispiele 7-11 Immobilisierung d s 
Enzyms Trypsin durch Umsetzung mit dem Latex gemass Beispiel 4 Man verfahrt wie im Beispiel 6, varii rt 
jedoch das Verhaitnis Enzym/Lat x. 
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Aktivitat: Beispiel Einwaage2) Einwaage Verhaltnis Aktivi- ) 

Nr. Trypsin Fmgl Latex- Feststoff Trypsin/ tat [u/g] [mg] Latex-Feststoff (Substrat:Casein) 

7 20 200 1 : 10 3,7 

8 40 200 1 : 5 13,8 

9 80 200 1 : 2,5 22,2 6 100 200 1 : 2 23,3 

10 160 200 1 : 1,25 26,4 

11 200 200 1 : 1 22,3 *) Aktivitat jeweils bei der 3. Verwendung Beispiel 12 Immobilisierung des Enzyms PC- 
Artase durch Umsetzung mit dem Latex gemass Beispiel 4 Man verfahrt wie im Beispiel 5, verwendet jedoch als 
Enzym 100 mg Penicillin-Amidase (Escherichia coli). 

Die Ermittlung der Enzymaktivitat erfolgt durch Messung bei 370C und pH 7,8. (Substrat: Penicillin Kalium G). 
Aktivitatsmessung 

1. Verwendung 42,7 U/g Feuchteinwaage 

2. Verwendung in2,0 U/g Feuchteinwaage 

3. Verwendung 41,6 U/g Feuchteinwaage Beispiel 13 Immobilisierung des Enzyms Ribonuclease durch 
Umsetzung mit dem Latex gemass Beispiel 3 Man verfahrt wie im Beispiel 5, verwendet jedoch zur Vernetzung 
des Enzyms den Latex gemass Beispiel 3. 

Aktivitatsmessung 

1 . Verwendung 68,5 U/g Feuchteinwaage 

2. Verwendung 61,8 U/g Feuchteinwaage 

3. Verwendung 61 ,8 U/g Feuchteinwaage 

4. Verwendung 61,0 U/g Feuchteinwaage 3) E.C. 3.5.1.11 Beispiel 14 Fixierung des Enzyms ENAse an ein 
durch Tranken mit einer oxirangruppenhaltigen Dispersion aktiviertes Papier 100 ml der Dispersion gemass 
Beispiel 1 werden mit 500 ml destilliertem Wasser verdtinnt. Mit dieser etwa 5 zeigen Dispersion trankt man ein 
ca. 100 cmZ grosses Stuck Papier (Whatman Medium flow). Anschliessend wird abgepresst, eine Stunde bei 
Raumtemperatur belassen und danach 30 min bei 800C getrocknet. Das so behandelte Papier enthalt 20 g 
Polymerisatfeststoff pro mZ. 

Bei Temperaturen unter -15 C kann dieses reaktive Papier wenigstens 12 Monate gelagert werden. 

Fixierung des En~yBs Ribonuclease 100 mg Ribonucleasel Werden in 2 ml 0,05 M Phosphatpuffer (pH 7,5) 
gelost. Mit dieser Losung trankt man das mit dem oxirangruppenhaltigen Latex behandelte Papier und lasst 
anschliessend 72 Std. bei 230C stehen. Danach wird abgepresst und dreimal mit in NaCL- und zweimal mit 
0,05 vi Phosphatpufferlosung (pH 7,5) gewaschen. 

Aktivitatsmessung (3. Verwendung): 2 U/g Feuchtpapier 

Bedingungen: 370C, pH 7,5 ) (aus Pankreas, Merck, Artikel Nr. 24570) Beispiel 15 Man verfahrt wie im Beispiel 
14, verwendet jedoch das Enzym Trypsin. 2) Aktivitatsmessung (3. Verwendung) 2,5 U/g Feuchtpapier *) 
Substrat BAEE, pH 7,5, 37"C Beispiel 16 Man verfahrt wie im Beispiel 14, verwendet jedoch zum Tranken des 
Papiers eine konzentriertere Dispersion (100 ml der Dispersion gemass Beispiel 1 , verdtinnt mit 200 ml 
destilliertem Wasser). 

Trocknungsbedingungen: 12 Std. bei 250C im Umlufttrockenschrank. 

Polymerisatfeststoff/m2 Papier = 33 g Anschliessend Fixierung des Enzyms Trypsin wie im Beispiel 14 fur das 
Enzym RNAse beschrieben. 

Aktivitatsmessung (3. Verwendung): 4,1 U/g Feuchtpapier 

Substrat BAEE, pH 7,5, 37"C Beispiel 17 Wlan verfahrt wie im Beispiel 16, verwendet zur Trankung den Lat x 
gemass Beispiel 2 (Verdunnung wie im Beispiel 16: 100 ml Dispersion in 200 ml destilliert m Wasser). 

Polymerisatfeststoff/m2 Papier = 27 g Aktivitatsmessung (3. Verwendung): 7 U/g Feuchtpapier 

Substrat BAEE, pH 7,5, 37"C Beispiel 18 100 ml der Dispersion gemass Beispiel 1 wird mit 200 ml destilliertem 

Wasser verdtinnt, damit wird eine Watte (Dicke 2 mm) bespruht, anschli ssend wird 12 Std. bei 
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Raumtemperatur getrocknet. 

Polymerisatfeststoff/m2 Watte = 39 g Aktivitatsmessung (3. Verwendung, Enzym RNas ) =1) 
2,1 -U/g Feuchtwatte Mossbedingungen wie im Beispiel 14 beschrieben. 

Beispiel 19 in verfahrt wie im Beispiel 14: TrSnkung des Papiers mit der oxirangruppenhaltigen Dispersion 
gemass Beispiel 1, Trocknung, Umsetzung mit dem Enzym Ribonuclease. 1) Das 72 Std. mit Enzymlosung 
behandelte Papier wird jedoch ohne weitere Reinigung 24 Std. zusatzlich mit einer 0,005 zeigen Losung von 4z- 
Amino-azobenzol-2-carbonsaure in 0,05 Fl Phosphatpufferlosung behandelt, anschliessend wird dreimal mit 1n 
NaCI- und zweimal mit 0,05 rs1 Phosphatpufferlosung (pH 7,5) gewaschen. 

Zur Verwendung als Indikator (Substratnachweis) wird das Papier noch zweimal mit in NaCI-Losung gewaschen. 
Bei Anwesenheit eines Substrats zeigt das Papier Farbumschlag von gelb nach orange. 
Aktivitat des Teststreifens bei pH 7,5 (370C) : 1,5 U/g 

Feuchtgewicht Beispiel 20 Immobilisierung von Escherichia coli durch Umsetzung mit dem Latex gemass 
Beispiel 4. 

Zu 10 ml einer 20 %igen Zellsuspension von Escherichia coli in physiologischer Kochsalzlosung werden 10 ml 
der Dispersion gemass Beispiel 4 gegeben. Anschliessend lasst man 24 Stunden bei Rauntemperatur stehen. 

Es resultiert ein Netzwerk, das sich gut durch Zentrifugation reinigen lasst. 

Aktivitaten Substrat: Penicillin-Kalium ( 2 %in), 370C 
Verwendung Aktivitat [U/g Feuchtkatalysator] 

1 118 

2 66 

3 55 

4 53 Damit sind die Aktivitaten des immobilisierten Escherichia coli durchaus vergleichbar mit denen des nicht 
immobilisierten Escherichia coli: 

Verwendung Aktivitat 

1 128,5 

2 132,5 

3 132,5 
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Claims 



Oberflachenreiche Systeme zur Fixierung von nucleophile Gruppen enthaltenden Substraten Patentanspruche 1 . 
Oberflachenreiche Systeme mit reaktiven Einheiten zur Bindung von nucleophilen Gruppen enthaltenden 
Substraten, dadurch gekennzeichnet, dass die reaktiven Einheiten zur Bindung der die nucleophilen Gruppen 
enthaltenden Substrate Bestand teil eines Polymerlatex sind, der selbst zu einem oberflachenreichen System 
aggregiert und/oder an einem oberflachenreichen Tragermaterial fixiert ist. 

2. oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Aggregation der 
Polymerlatices zu einem oberflachenreichen System durch Spruhtrocknung unterhalb der minimalen 
Filntildungstemperatur CM FT) des individuellen Polymerlatex vorgenommen wird. 

3. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aggregation der 
Polymeriatices zu einem oberflachenreichen System durch Gefriertrocknung erfolgt. 

4. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aggregation der 
Polymerlatices zu einem oberflachenreichen System durch thermische Koagulation, Ausgefrieren oder durch 
Fallen mit Elektrolyten oder Lbsungsmitteln erfolgt. 

5. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die Aggregation der 
Polymer latices zu einem oberflachenreichen System durch Aus fallen mit dem die nucleophilen Gruppen 
enthaltenden 

Substrat erfolgt. 

6. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 und 
5, dadurch gekennzeichnet, dass das die nucleophilen 
Gruppen enthaltende Substrat Protein-Charakter hat. 

7. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 und 

5, dadurch gekennzeichnet, dass die zum Ausfailen be nutzten, nucleophilen Gruppen enthaltenden Substrate 
aus funktional und/oder morphologisch definierten, biologisch wirksamen Einheiten bestehen. 

8. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 , 5, 

6 und 7, dadurch gekennzeichnet, dass das die nucleo philen Gruppen enthaltende Substrat ein Enzym ist. 

9. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 und 
8, dadurch gekennzeichnet, dass das die nucleophilen 

Gruppen enthaltende Substrat aus mehreren, unterscheid baren Enzymen besteht. 

10. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 

1 und 7, dadurch gekennzeichnet, dass die zum Aus fallen benutzte, nucleophile Gruppen enthaltenden 
Substrate aus Mikroorganismen oder deren Unterein heilten, Viren, eukariotischen oder prokariotischen 
Zellen und/oder deren Untereinheiten oderZell hybriden oder Zellorganellen, wie Mitochondrien, 
Mikrosomen, Membranteiie, Zellkerne oder deren Unter einheiten, bestehen. 

11. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1 und 2 - 4, dadurch gekennzeichnet, dass bei der 
Aggregation der 

Polymerlatices zu einem oberflachenreichen Gebilde ein oder mehrere Arten d r die nucleophil n Gruppen 
enthaltend n Substrate bereits anwesend sind. 

12. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 1, dadurch hergestellt, dass auf ein oberflachenr iches 
Trager material eine Latex-Dispersion aufgebracht wird, deren 

Latexteilchen als Bestandteile reaktive Gruppen zur 
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Bindung der die nucleophilen Gruppen nthaltenden Sub strate aufweisen und der Latex am Tragermaterial 
fixiert wird. 

13. Oberflachenreiche Systeme gemass den AnsprQchen 1 und 12 dadurch gekennzeichnet, dass d r auf das 
oberflachen reiche Tragermaterial aufzubringende Latex filmbildend ist und durch einfaches Auftrocknen auf dem 
oberflachen reichen Tragermaterial fixiert wird. 

14. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 

1 und 12, dadurch gekennzeichnet, dass der zu fixierende Latex an sich nicht filmbildend ist und durch 
Beifugung geringfugiger Mengen eines film bildenden Latex oder mittels der reaktiven Einheiten bzw. weiterer 
funktioneller Gruppen oder reaktiver 
Verbindungen am Tragermaterial fixiert wird. 

15. Oberflachenreiche Systeme gemass den .Anspruchen 1 und 
12, dadurch gekennzeichnet, dass das oberflachenreiche 
Tragermaterial im wesentlichen aus organischem Ma terial aufgebaut ist. 

16. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das organische Material 
aus Vinyl polymeren, Kohlehydraten, Proteinen, Polyaminosauren, 

Polyamiden oder Polyestern aufgebaut ist. 

17. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 12, 15 und 16, dadurch gekennzeichnet, dass das 
oberflachen reiche Tragermaterial ein Faservlies darstellt. 

18. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 12, 

15 und 16, dadurch gekennzeichnet, dass das oberflachen reiche Tragermaterial eine Watte darstellt. 

19. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 12, 

15 und 16, dadurch gekennzeichnet, dass das oberflachen reiche Tragermaterial geschaumt ist. 

20. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 und 
12, dadurch gekennzeichnet, dass das oberflachenreiche 
Tragermaterial aus anorganischem Material aufgebaut ist. 

21. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das anorganische 
Tragermaterial in Vliesform oder in Form eines porbsen Korpers vor liegt. 

22. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dass das anorganische 
Material aus 

Siliciumdioxid bzw. Silikaten.Glas, Aluminiumoxid und/ oder andere Metalloxiden.Tonen.Sand, Keramik, Kohle, 
nicht-rostendem Stahl, besteht. 

23. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 

22, dadurch gekennzeichnet, dass der Polymerlatex aus radikalisch polymerisierbaren Monomeren aufgebaut 
ist. 

24. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 und 

23, dadurch gekennzeichnet, dass der Polymerlatex auf 

Basis von Acrylsaure- und/oder Methacrylsaurederivaten und/oder Styrol und/oder Vinylacetat aufgebaut ist. 

25. Oberflachenreiche Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 

24, dadurch gekennzeichnet, dass die reaktiven Einheiten als Bestandteil eines Polym rlatex solche sind, die 
mit den nucleophile Gruppen enthaltenden Substraten in wassriger Lbsung und im pH-B reich von 5-10 unter 
Aus bildung einer kovalenten Bindung reagier n. 

26. Oberflachenreiche Systeme gemass Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass di reaktiven Ein h iten 
Oxiran-, Keto-, Formyl-, Sulfonsaure halogenid-, Thioisocyanatgruppen, aktiviert 
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Carbonsaureester und/oder - 

Carbon saurean hydride oder aktiviert Doppel bindungen darstellen. 

27. Oberflachenreiche Systeme gemass d n AnsprQchen 1 bis 26, dadurch gek nnz ichnet, dass si 
zusatzlich noch einen, gegebenenfalls pH- oder redoxsensi tiven Farbstoff enthalt n. 

28. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4 und 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass man die am Tragermaterial fixierten Latices mit einem nucleophile Gruppen enthaltenden 
Substrat urn setzt. 

29. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den 

Anspruchen 1 bis 4 und 13 bis 28 zur Fixierung von funktional und/oder morphologisch definierten, bio logisch 
wirksamen Einheiten. 

30. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den 
Anspruchen 1 bis 4 und 13 bis 29 zur Immobilisierung von Proteinen. 

31. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den 
AnsprQchen 1 bis 4 und 13 bis 30 zur Bindung von 
Enzymen. 

32. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4, 13 bis 30 zur Bindung von 
Blutproteinen und Blutfaktoren. 

33. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass 

Anspruch 32, zur Bindung von Albumin, Immunoglo bulinen, Faktoren der Blutgerinnung, Zellmembran- proteinen 
und Peptidhormonen. 



34. Verwendung der oberflacherreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4, 13 bis 30, zur Immobili 5 
lerung von hochmolekularen, biogenen Substraten. 

35. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den AnsprQchen 1 bis 4, 13 bis 30 und 34, zur 
Dmnobilisierung von mit Farbstoffen kovalent mar kierten, hochmalekularen, biogenen Substraten. 

36. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 35, als Katalysatorsysteme. 

37. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 36, als Biokatalysatcren, 
insbesondere mit Enzymwirkung. 

38. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 35, als bioaffine Indikatoren, 
beispiels weise als immobilisierte Substrate. 

39. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 35, als bioaffine Sorbentien. 

40. Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den AnsprQchen 1 bis 4 und 13 bis 30, zur Entfer 
nung von nucleophile Gruppen enthaltenden Verun reinigungen aus wassrigen Medien. 

41 . Verwendung der oberflachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4, zur Umsetzung mit bi- od r 
multifunktionellen Substanzen, die mindestens eine nucleophile Gruppe zur Fixierung am Latex und min 
destens eine weitere funktion lie Grupp aufweis n, die zur spezifischen Wechs Iwirkung mit in wassrigem 
Medium befindlichen Substanzen oder funktionellen 

Einheiten geeignet ist. 

42. Verwendung der oberfiachenr ichen Systeme gemass 

Anspruch 41 , dadurch gekennzeichnet, dass die weitere funktionelle Gruppe ine komplexierende Wirkung aus 
Qbt. 
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43. Verwendung der oberfiachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4 und 42, als stationare Phase 
in der praparativen organischen Ch mie. 

44. Verwendung der oberfiachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1 bis 4 und 43 zur Peptidsynthese. 

45. Verwendung der oberfiachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 1, 5 bis 9 und 31, dadurch gekenn 
zeichnet, dass das gebundene Enzym zu therapeutischen 

Zwecken verwendet wird. 

46. Verwendung der oberfiachenreichen Systeme gemass 
Anspruch 45 zur oralen Applikation. 

47. Verwendung der oberfiachenreichen Systeme gemass den Anspruchen 45 und 46 zur Bindung von 
Proteasen und/oder Lipasen und/oder Amylasen. 
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